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Introduccién: Las desmogleinas (Dsg) son moléculas transmembrana tipo cadherina localizadas en
desmosomas, fundamentales para la adhesién celular y procesos de diferenciacién, proliferacién y
sefializacion (Getsios et al., 2004; Brennan et al., 2007). En la epidermis, su expresién varia segun la
diferenciacidon queratinocitaria: Dsg2 y Dsg3 predominan en capas basales, mientras Dsgl y Dsg4 se
expresan en capas superiores (Kottke et al., 2006). La Dsg4, ademds, se encuentra fuertemente asociada

a la funcion del foliculo piloso (Bazzi et al., 2006).

Alteraciones en Dsg2 y Dsg3 inducen desregulacion proliferativa y pérdida de integridad tisular (Merritt
et al., 2002). La deficiencia de Dsg4 se vincula con diferenciacidn aberrante del foliculo piloso (Kljuic et

al., 2003), pero su papel en la respuesta inmune cutdanea permanece inexplorado.

Recientemente demostramos que ratas deficientes en Dsg4 presentan lesiones inflamatorias severas
frente a imiquimod (IMQ), agonista TLR7, asociadas con infiltracion leucocitaria y citocinas
proinflamatorias, semejantes a lesiones psoriasiformes (Moreno-Sosa et al., 2021). Estos datos sugieren
que Dsgd4 modula la respuesta inflamatoria cutanea. Sin embargo, se desconoce su impacto en la

induccion de anticuerpos y en la respuesta inmune adaptativa especifica de antigeno.

Objetivo: Determinar el rol de Dsg4 en la modulacién de la respuesta inmune adaptativa especifica de

antigeno inducida en piel.

Hipotesis: La deficiencia de Dsg4 altera la respuesta inflamatoria cutanea, comprometiendo la funcion

de los ganglios linfaticos drenantes y la inmunidad adaptativa.
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Objetivos especificos:

— Analizar el impacto de la deficiencia de Dsg4 en la induccidon de linfocitos T especificos frente a
OVA.

— Evaluar el efecto de la deficiencia de Dsg4 en la generacién de anticuerpos anti-OVA.

— ldentificar citocinas cutdneas que regulen la inmunogenicidad de células dendriticas tras
estimulo inflamatorio.

— Determinar la expresion en queratinocitos de ligandos para receptores T mediante

inmunohistoquimica post-estimulacién con IMQ.

Metodologia: Se utilizaron ratas hembra OFA, carentes de pelo por deleciéon en Dsg4 sobre fondo
Sprague Dawley, y ratas SD control. Todas tenian 8 semanas y se mantuvieron en condiciones estandar,
con agua y alimento ad libitum. Los procedimientos fueron aprobados por CICUA de la Facultad de

Ciencias Médicas, UNCuyo (protocolo n2 88/2016, renovado 2019 y 2022).

Para inducir dermatitis psoriasiforme se aplicaron 100 mg de crema de IMQ al 5% (Miquimod®, Lazar)
o vaselina sobre 4 cm? de piel dorsal durante 3 dias consecutivos por dos semanas (dias 0-3). El dia 15
se realizo eutanasia. Se conformaron 4 grupos: 1) SD sin tratar, 2) SD IMQ, 3) Dsg4 nulo sin tratar, 4)
Dsg4 nulo IMQ. Se obtuvieron muestras cutaneas para histologia (H&E, tricromico de Masson, azul de

toluidina) y ganglios axilares y bazo para analisis de peso.

Para evaluar lainmunidad humoral, las ratas fueron inmunizadas con ovoalbimina (OVA) intradérmica,
acompafiada tépicamente de IMQ o vaselina como adyuvante. A los 7 dias recibieron un refuerzo con
OVA sin adyuvante. El dia 15 se colectd suero, y los anticuerpos anti-OVA se midieron por ELISA indirecto
con anti-rat p y y conjugados a peroxidasa (SIGMA, US). Grupos conformados: 1) SD OVA, 2) SD IMQ-
OVA, 3) Dsg4 nulo OVA, 4) Dsg4 nulo IMQ-OVA.

Resultados: Se evidencid una asociacion entre la deficiencia de Dsg4 y la exacerbacidon de dermatitis
psoriasiforme. En respuesta a IMQ, las ratas OFA presentaron lesiones cutaneas intensas con costras y
eritema, mientras que las SD tratadas con IMQ mostraron solo eritema leve (Figura 1).
Histoldégicamente, las ratas Dsg4 nulo IMQ exhibieron marcada infiltracion leucocitaria dérmica,

hiperqueratosis, paraqueratosis y engrosamiento epitelial, en contraste con SD IMQ.
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Figura 1. Lesiones cutaneas exacerbadas debidas a la ausencia de Dsg4 en respuesta a IMQ. Dsg 4 (ratas deficientes en Dsg4); SD (ratas
Sprague-Dawley); IMQ (imiquimod). IMQ fue administrado en forma topica por tres dias consecutivos por dos semanas consecutivas.

El andlisis de cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina confirmd estas alteraciones y revelé ademas
desorganizacion en la disposicién de las células basales (Figura 2A y 2B). En cambio, la tinciéon con
tricrémico de Masson no mostré diferencias en el tejido conectivo entre tratamientos ni cepas (Figura

2C). Estos hallazgos confirman que la ausencia de Dsg4 potencia la respuesta cutanea a IMQ.

Figura 2. Estudios histologicos de la respuesta cutanea a IMQ en ratas deficientes en Dsg4 y ratas SD controles. A, cortes de piel tratada con

IMQ de ratas Dsg4 nulo y SD controles tenidas con hematoxilina eosina. La flecha negra marca la degeneracion hidropica, la flecha azul marca

la hiperqueratosis y la flecha roja infiltrado mononuclear. B, cortes semifinos de piel tratados con IMQ o controles sin tratamiento coloreados

con azul de toluidina. S. Basal, estrato basal. C, cortes de piel coloreados con tincion Tricromico de Masson para evidenciar tejido conectivo
dérmico. En este caso el tratamiento con IMQ no evidencio diferencias en ratas Dsg4 y SD controles.

En cuanto al compromiso de ganglios linfaticos drenantes, la deficiencia de Dsg4 no modificé su tamafo
en condiciones basales. Sin embargo, las ratas Dsg4 nulo desarrollaron un agrandamiento exacerbado,
de aproximadamente 2,5 veces respecto de las SD (Figura 3A y 3B). Esto sugiere que la respuesta
epidérmica exacerbada impacta sobre los ganglios linfaticos regionales. En contraste, el peso esplénico

no se modificd entre cepas (Figura 3C).
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Figura 3. Respuesta de ganglios linfaticos frente a imiquimod en ratas deficientes en Dsg4. A, peso de nodulos linfaticos braquiales en respu-
esta aguda a IMQ de ratas OFA Dsg4 nulo y ratas SD. B, fotografia de ganglios linfaticos braquiales de SD y OFA tratados con IMQ. C, peso del
bazo de ratas OFA Dsg4 nulo y SD controles y tratadas con IMQ topico como una medida del alcance sistémico de la respuesta a IMQ.

Finalmente, evaluamos la respuesta humoral adaptativa frente a OVA administrada intradérmica,
combinada con aplicacidn tdpica de IMQ. Sorprendentemente, la induccién de anticuerpos especificos
se encontré comprometida: los niveles séricos de IgM e IgA fueron menores en ratas Dsg4 nulo y Dsg4

nulo IMQ en comparacion con SD y SD IMQ (Figura 4A y 4B).
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Figura 4, Respuesta inmune humoral especifica frente a un desafio intradérmico seguido de administracion topica de IMQ. A, niveles de IgA
sérica especifica para OVA en ratas sin exposicion a OVA y ratas desafiadas con OVA e IMQ. B, niveles de IgM sérica especifica para OVA en
ratas desafiadas con OVA e IMQ. Todos estos parametros fueron desarrollados por la técnica de ELISA indirecto.

Discusiéon: Nuestros resultados sugieren que Dsg4 regula la funcidn de los queratinocitos para controlar
la expresion de genes inflamatorios, manteniendo la homeostasis cutanea y modulando la respuesta
inmune regional. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que demuestra que la deficiencia de

Dsg4 compromete la induccidon de una respuesta humoral.

Observamos que la ausencia de Dsgd intensificd la respuesta cutdnea a IMQ, con un fenotipo
inflamatorio severo y lesiones psoriasiformes (Moreno-Sosa et al., 2021). Asimismo, la hipertrofia de
ganglios linfaticos drenantes en ratas deficientes sugiere que las alteraciones epidérmicas impactan las
células inmunes locales, en concordancia con la linfadenitis dermatopdtica descrita en humanos (Garces

et al., 2020). La estimulacidn antigénica persistente y la produccién de citocinas inducen migracién de
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células presentadoras de antigeno hacia ganglios regionales. Segun nuestras busquedas, este es el

primer reporte que vincula una desmogleina con la respuesta linfatica.

Finalmente, la atenuacion de la respuesta especifica frente a OVA en ratas Dsg4 nulo coincide con
reportes que muestran que células dendriticas captan antigenos peptidicos mediante estructuras

dependientes de uniones estrechas tipo tight junction (Ouchi et al., 2011).

Conclusién: Una expresiéon adecuada de Dsg4 en queratinocitos restringe la sefalizacion inflamatoria
tras estimulo con IMQ, previniendo una inflamacién daiiina. La deficiencia de Dsg4 promueve la
sobreproduccién de quimiocinas proinflamatorias, agrandamiento ganglionar y una respuesta humoral
disminuida. Estos resultados destacan a Dsg4 como un modulador clave de la respuesta inflamatoria
cutanea y adaptativa. Su estudio podria tener aplicaciones clinicas en la clasificacion y seguimiento de

enfermedades dermatolégicas mediadas por el sistema inmune.
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